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© Herstellung und Expression von DNA-Sequenzen, die fur Protein e mit den bioJogischen 
Eigenschaften des Cystatin C kodleren. 

© Die Erfindung bezieht sich auf DNA-Sequenzen, die fur Proteine mit den biologischen Eigenschaften des 
Cystatin C codieren, die Bereitsteilung dieser DNA-Sequenzen, biotechnologische Verfahren zur Herstellung 
dieser Proteine und diese enthaltende pharmazeutische Zubereitungen. 

DNA-Sequenzen, die fur Proteine mit den biologischen Eigenschaften des Hum an- Cystatin C, einem 
^ Cystein-Proteinaseinhibitor aus 120 Aminosauren, codieren und die Expression dieser Proteine mittels unter- 
^schiedVtcher Vektoren in geeigneten Wirtsorganismen, insbesondere E.coli , werden beschrieben. Die Produkte 
werden, gegebenenfalls nach Abspaltung zusatziicher Aminosauren bzw. Proteine, ais Fusionsproteine. natives 
Cystatin C oder auch als definierte Teilstucke erhalten. Die erhaltenen Proteine zeigen alle identlsche biologi- 
fssche Aktivitat me Cystatin C und eignen sich daher zum therapeutiscben Einsatz bzw. zur Herstellung von 

_ Arzneimittein, die diese Proteine als Wirkstoffe enthaiten. 
O 
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ZEIT NACH INDUCTION (h) 

Fig. 8. ZeHVicher Vcrlauf von ZeVtwachstum und Cystatin-Exprcs$5ort 
n*ch Induktion ait ITPG 1n einer S-V-Batthkuttur. 
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Die Erfindung bezieht sich auf DNA-Sequenzen, die fur Proteine mit den bioiogischen Eigenschaften 
des Cy statin C codieren, Bereitsteiien dor DNA-Sequenzen, rekombinante Vektoren zum Klonieren, die die 
genannten DNA-Sequenzen enthalten, Wirtsorganismen, die die genannten Vektoren enthaiten sowie auf die 
exprimierten Proteine, biotechnoiogische Verfahren zum Herstellen dieser Proteine und diese enthaltende 
5 pharmazeutische Zubereitungen. 

Zur Supe'rfamifie der Cystein-Proteinaseinhibitoren gehoren Proteine des Cystatin -Types, die aus etwa 
95 bis 120 Aminosauren bestohen. Aufgrund der Primarstrukturen wurden die Cystatine in Cy statin A, B 
und C gegiiedert (Barret, 1984). Cystatin A, auch unter der Bezetchnung "Stefin" bekannt, findet sich vor 
ailem in polymorphkernigen Leukozyten. Sein Hemmspektrum erstreckt sich auf die Cystein-Proteasen 
to Papain, Kathepsin H und L sowie eingeschrankt auf Kathepsin B. Cystatin B ist in nahezu alien Zefien 
enthaiten und la/3t sich 2.8. aus Lymphozyten und aus Monozyten isolieren. Cystatin C wurde sowohl im 
Blutserum als auch im menschlichen Seminaiplasma und in Liquor cerebrospinaiis nachgewtesen. 

Das Human-Cystatin C konnte z.B. aus dem Blutserum von Patienten mit Autoimmunkrankheiten isofiert 
werden; es handelt sich urn ein basisches Protein aus 120 Aminosauren (Mg ~ 13 260) (Brzin, Popovic und 
75 Turk, 1984). Die Ermittlung der volistandigen Aminosauresequenz von Cystatin C zeigte, da/3 diese mit der 
dos seit langerer Zeit intensiv untersuchten Proteins "gamma-trace" (Grubb und Lofberg, 1982) identisch 
ist. 

Cystatin C ist der wirksamste bisher bekannte Protein-Inhibitor fur die Kathepsine B, H und L (Barret 
und Davies, 1984). HinsichtJich der physiologischen Funktion von Cystatin C wird postuliert, dai3 das Protein 

20 bei der Regulation der Aktivitat von lysosomaien Cystein-Prqteinasen eine Rolle spielt. 

Wie bereits einleitend gesagt. ist der Human-Cystein-Proteinaseinhibitor Cystatin C ein Protein aus 120 
Aminosaureresten, dessen vollstandige Aminosauresequenz seit 1982 unter dem Namen gamma-trace 
bekannt ist (Grubb und Lofberg, 1982). Darin befindet sich an Position 106 die Aminosaure Serin. 
Abweichend hiervpn wurde 1986 ailerdings eine Aminosauresequenz ermittelt, die an Position 106 die 

25 Aminosaure Tryptophan besitzt 

Als Cystein-Proteinaseinhibitoren eignen sich die Proteine beispielsweise zur Therapie bestimmter 
Virusinfektionen, z.B. bendtigen Picornaviren zur Prozessierung ihrer Proteine zu reifen Hullproteinen. eine 
Cystein-Proteinase (Nicklin et ai., 1 986). in der europaisehen Patentanmeidung 0 1 88 262 wird unter 
anderem die Verwendung von Hiihnereiweitf-Cy statin zur 8ehandlung von Virusinfektionen beschriebon. 

30 Weitere therapeutische Anwendungsgebiete der erfindungsgemaC erhaltlichen Proteine beziehen sich auf 
das Tumorgebiet. So ist bekannt da/J Cystein-Proteinasen bei der Metastasierung bestimmter Human- 
Karzinome eine gro/3e Rolle spielen (Graf, Baici und Strauii, 1981; Muliins und Rohrlich, 1982; Mort, Leduc 
und Recklies, 1983) und da/J Cystein-Proteinaseinhibitoren die Tumorinvasion inhibieren konnen (Turk et ai., 
1983). Des weiteren eignen sich die Cystein-Proteinaseinhibitoren zur Therapie von pathologisch gesteiger- 

35 ter extrazeifuiarer Proteolyse; so konnte z.B. die intradermale Arthusreaktion bei Kanipchen durch gleichzei- 
tige Injektion des Cystein-Proteinaseinhibitors aus Huhnereiwei/3 signifikant vermindert werden (Keiiova und 
Tomasek.1977), : 

Obwohl also therapeutische Anwendungsmoglichkeiten fur Cystein-Proteinaseinhibitoren bekannt waren, 
konnten diese Substanzen, insbesondere Human Cystatin C , bislang in der Therapie nicht eingesetzt 
40 werden, da sie nicht in ausreichender Menge in hochreiner Form zur Verfugung standen. 

Der Erfindung lleqt die Aufgabe zugrunde, Prote'me mit den bioiogischen Eigenschaften des Human- 
Cystatins C in ausreichenden Mengen und in hochreiner Form zur Verfugung zu stellen. 

Die Aufgabe wird durch die Bereitsteiiung von DNA-Sequenzen, die fur Prote'me mit den bioiogischen 
Eigenschaften des Cystatin C codieren, gelost. 
45 Ausgehend von der bislang unveroffentiichten Aminosauresequenz fur Cystatm C, die an Position 106 
die Aminosaure Tryptophan besitzt, kann uber den genetischen Code eine synthetische DNA-Sequenz nach 
foigenden Gesichtspunkten abgeleitet werden: 

1. Die Codonauswahl erfolgt anhand sog. "codon-usage'-Tabellen von stark exprimierten Proteinen in 
E.coli (Gouy und Gautier, 1982; Grosjean und Ffers, 1982), um die Gensequenz fOr eine Expression im 

so Wirtssystem E.coli zu optimieren. 

2. Fur die Konzeption der synthetischen DNA-Sequenz wurden die im fur die Klonierung vorgesehe- 
nen Vektor pUC 18 (DSM 3424) vorkommenden Resthktionssteilen wie foigt berucksichtigt. Unter Ausnut- 
zen der Variability des genetischen Codes wurden dabei solche RestriktionsschnittsteHen in der Sequenz 
des Genes vermieden, die auch der Vektor pUC 18 (in der "multipurpose cloning site") enthalt. So wurden 

55 zwei in der entsprechend der "codon usage" entworfenen Gensequenz vorkommende Hind {ll-Schnittsteilen 
(AAGCTT) eiiminiert, indem das Alanincodon U GCT" durch das ebenfalls fur Alanin codierende Triplett 
rt GCA" ersetzt wurde. 

Die fUr Cystatin-C codierende synthetische DNA-Sequenz wurde au/3erdem um die fur die Translationsinitia- 
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tion und -termination notwendigen Sequenzen erganzt. DafUr wurde vor das Codon ftlr die erste, tm reifen 
Protein gefundene Aminosaure das Startcodon ATG plaziert, im Anschlu/3 an das fur die letzte Aminosaure 
codierende Triplett' wurden die beiden Stopcodons TAG und TAA etngefOgt 

3. Zweckmafligerweise wird die Sequenz des synthetischen Genes an den Enden durch Anfugen von 
5 Sequenzen, die den uberstehenden Enden einer Restrikiionsschnittstelle entsprechen, erganzt, urn eine 
gerichtete Kionierung des synthetischen DNA-Fragmentes zu ermoglichea 

Vorzugsweise wird N-terminal das Qberstehende Ende einer Bam Hl-Schnittsteile (a) und C-Terminal 
das Qberstehende Ende einer Sal l-Schnittstelle (b) angefugt. Die Enden weisen dann folgende Sequenzen 
w auf: 

a) N-Ttr«<nu* 

5' 6ATCC AT6 — , 

75 3t 6 TAC — - — 

b) C~Ter«lnus 

20 5 1 ■— — TAG TAA 6 

3' ATC ATT CAGCT 



25 Die vor der fur das reife Cystatin C codierenden DNA-Sequenz zus^tzlich eingefUhrten Basen resuitie- 
ren bei Expression eines Fusionsproteines in der Translation dreier zusatzilcher Aminosauren (Gly~ 3 , Ser -2 
und Met"" 1 ) vor dem N-Terminus des reifen Cystatin C. 

Die Berucksichtigung von Shine-Dalgarno" und Promotor-Sequenzen im Gensynthesekonzept ist weni- 
ger zweckmSflig, da beim Fehlen derartiger Sequenzen die Mogfichkeit besteht, das so korizipierte, 

3Q herzustellende Cystatin-C-Gen als reines Strukturgen oder auch als Fusionsgen zu exprimieren. Abb.1 zeigt 
die der Genzynthese und der Kionierung gemaB der in den Beispielen erlauterten Vprgehensweise mit pUC 
18 zugrundeliegende DNA-Sequenz. Die Lange des konzipierten Strukturgens betragt 375 bp. 

Abb.2 zeigt schematisch die Strategic der Gensynthese. Die Ausbildung des DNA-Doppelstranges uber 
Wasserstoffbrucken-Bindungen der kompiementaren Basen erfoigt durch eine "annealing 

35 (Hybridisierungs)-Reaktion der 5 -phosphorylierten Oligonucleotide, Die Temperaturfuhrung wird dabei so 
gewahit, da/3 das thermodynamisch stabilste Produkt, also das Gen mit der richtigen DNA-Sequenz, 
entsteht. Dazu wird der Reaktionsansatz auf eine Temperatur von etwa 95' C bis 100 * 0 gebracht und uber 
einen Zeitraum von etwa 16 Stunden auf etwa 15* C bis 20* C abgekuhlt Nach Zugabe des entsprechend 
den terminalen Enden des Gens mit Bam Hi/Sal! hydrolysierten sowie dephosphorylierten Vektors pUC 18 

4Q erfoigt die Knupfung der Phosphodiester-Bmdungen mit dem Enzym T4-DNA-Ligase. 

Mit dem hier dargelegten Schema der DNA-Synthese kcSnnen DNA-Sequenzen hergestellt werden, die 
fur Cystatin C, Fusionsproteine Oder biologisch mit Cystatin C gleichwirkende Teilprotoine des Cystatin C 
codieren. 

Urn das chemisch synthetisierte Cystatin C-Gen als Fusionsgen in E.coli zu exprimieren und Cystatin C 
45 in E.coit auf Proteinebene nachzuweisen, kann das Gen in Leserastemchtung mit dem C-Terminus des 
Gens fur £-Galactosidase in einerrv geeigneten Vektor verknupft werden. Das Fusionsprotein la/3t sich durch 
immunologische Reaktion mit Anti-Cystatin-C- Antiserum nachweisen. 

Zur Synthese nativer Cystatine wird das Strukturgen mit der Signalsequenz des Phosphatase-A-Gens 
verbunden (Kikuchi et a!., 1981). Bekanntjich bewirkt diese Signalsequenz von 21 Aminosauren, dafl das 
50 resultierende Praenzym in den penplasmatischen Raum der Bakterien ausgeschleust wird. Die Signalse- 
quenz wird beim Durchgang durch die Piasmamembran mit Hilfe der Signalpeptidase abgespaltet. Das 
native Protein oder seine Prozessierungsprodukte erscheinen tm Periplasma und partieJI im Zeiluberstand 
(Dodt et al M 1986). - m 

Ein im E.coli zur Expression gebrachtes rekombinantes Human-Cystatin-C unterscheidet sich von der 
55 Primarstruktur des nativen Proteins dadurch, dai3 hier, bedingt durch die besondere Konstruktion des 
Expressionsvektors, am N-Terminus drei zusatzliche Aminosauren eingebaut worden sind. Auch dieses 
Protein weist die biologischen Eigenschaften des Cystatin C auf. 
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auf. Die funktioneile Vergieichbarkeit dieses' spgenannten Leu ^-Fragments ia/3t sich durch Abschatzung der 
Werte der inhibitorkonstanten (KI) fur Human-Cystatin-C sowie fur das Leu 9 -Fragment nach der Methode 
von Green und Work (1952) zeigen. 

Die DNA-Sequenz, die fur das rekombinante, drei zusatziiche Aminosauren enthaltende Cystatin-C 

codiert ist in Abb.1 dargesteiit. 

Die bisher geschilderten DNA-Sequenzen konnen in geeig nete Vektoren inseriert werden. 

Vorzugsweise wird zum Kionieren der Vektor pUC 18, der auch zur Sequenzierung geeignet ist 
verwendet. pUC 18 enthalt ein Ampiciliin-Resistenzgen und eine "multi-purpose cloning site", die in der 
Sequenz fur das alpha-Peptid der £-Galactosidase iokalisiert ist. Durch Insertion des Cystatin-C-Gens in die 
"multi-purpose cloning site" |a/3t sich das alpha-Peptid-Gen inaktivieren. Dazu wird aus pUC 18 durch Bam 
Hi/Sal i-Hydrolyse ein 11 -bp-Fragment entfernt (siehe Abb.2). 

HBevorzugte Piasmide, die die zur Expression geeigneten DNA-Sequenzen, die fur Proteine codieren, 
die die biologischen Eigenschaften des Cystatin C aufweisen, enthaiten, sind die Piasmide pUR 288 C 
(DSM 4164), pMS 103 (DSM 41 65), sowie pUC 18 C (DSM 4163), die in Ubereinstimmung mit den 
Hinterlegungsmodalitaten des Budapester Vertrags bei der durch den Budapester Vertrag anerkannten 
Hinterlegungsstelle "Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen" hinterlegt wurden. 

Ais Wirtsorganismen, die sich fur die Expression eines Proteins mit den biologischen Eigenschaften des 
Cystatin C eignen, konnen Bakterien, vorzugsweise der Arten E.coli oder B.subtiiis, qder mikroskopisch 
kleine Pilze, vorzugsweise der Arten Aspergillus niger , Aspergillus oryzae oder Saccharomyces cerevisiae, 

verwendet werden. _ 

Bevorzugt wurden zur Transformation Stamme von E.coli , beispielsweise K12 JM 101 (ATGC 3387b), 
K12 DH1 (ATCC 33849), K12 W6 (DSM 3632), sowie besonders bevorzugt K12 JM 105 (DSM 4162) 

verwendet. ■ ' , . ' "■ ■ 

Bei der Transformation von E.coli KI 2 JM 1 05 (DSM 4162) ergibt sich der verfahrenstechnische Vorteil, 
dafl dieser Stamm fur eine inaktive 0-Galactosidase mit einer Deletion ( Ml 5) im Bereich des alpha- 
Peptides codiert. 

Die Selektion transformierter Zellen mit rekombinanten Plasmiden kann auf LB-amp-Platten mittels des 
X-Gal/IPTG-Farbumschlagsystems (Miller, 1972) erfolgen, wobei der Farbumschiag auf der Komplementa- 
tion der inaktiven fl-Galactosidase des E.coli- Wirtsstammes durch ein vom Vektor codiertes intaktes alpha- 
Peptid beruht. Zellen ohne Vektor konnen auf Ampicillin-haltigem Medium nicht wachsen. 

- Zellen mit nicht volistandig hydroiysierterh (nur Bam Hlr oder nur Sal hhydrolysiertem) und deshaib 
religiertem Vektor biiden aufgrund der alpha-Komplementation blaue Kolonien. 

- Zellen mit rekombinantem Vektor bilden wei/3e Kolonien. 

Der Genotyp von E.coii JM 105 kann wie folgt definiert werden: 
thi-l, rpsL, endA, sbcB15, hsdR4, (lac-proAB), [F traD36, proAB, lael« lac Z A M15](Yanish-Perron, Vieira 
und Messing, 1985). 

Die Erfindung betrifft nun DNA-Sequenzen, die fur Proteine mit den biologischen Eigenschaften des 
Cystatin C codieren, und die Bereitsteliung dieser DNA-Sequenzen. Diese DNA-Sequenzen konnen fur 
Cystatin C in Form des nativen Proteins, in Form von Fusionsproteinen, aber z.B. auch fur aktive 
Teilsequenzen codieren. Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Herstellen der vorstehend genann- 
ten Proteine, bei dem man einen mit einem die genannten DNA-Sequenzen enthaltenden Vektor transfor- 
mierten Wirtsorganismus in einem ublichen Nahr medium zuchtet, gegebonenfalls die Expression des 
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Genproduktes induziert, das Expressionsprodukt aus der Kultur, d.h, aus den kultivierten Zellen oder aus 
dem Nahrmedium isoliert und gegebenenfails durch Affinitatschromatographie und/oder High Performance 
liquid Chromatographie/ Fast Performance Liquid Chromatographic (HPLC/FPLC) reinigt. 

Durch die vorliegende Erfindung wird somit erstmals die Bereitstellung ausreichender Mengen von 

5 Proteinen mit den biologischen Eigenschaften des Human-Cystatins C in hochremer Form ermogiicht 
Dementsprechend s'md Arzneimitte) mit einem wirksamen Gehalt an einem Protein mit der biologischen 
Aktivitiat des Cystatin C und Qbiichen Trager- und/oder Hilfsstoffen und/oder Verdunnungsmitteln ebenfails 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Zur Therapie kann das Protein mit der biologischen Aktivitat des 
Cystatin C in Form steriler isotonischer Losungen durch ihtramuskulare, intravenose oder subkutane 

10 Injektionen oder gegebenenfalls durch Infusion verabfolgt werden. Es kommen aber auch Sprayformen, 
Pulverzubereitungen oder Tinkturen zur intranasalen Anwendung in Betracht und Arzneimittei, die zur 
Behandiung von Erkrankungen der Atem wege durch direktes Aufbringen der Wirkstoffe auf die betroffenen 
Teile der Bronchien und Lunge besonders geeignet sind, liegen in Spray- oder Inhalationsformen vor. 
Die Erfindung wird im folgenden anhand der Beispiele und Figuren naher erlautert Es zeigen die 

75 Fig.1 ONA-Sequenz t die der Synthese and der Klonierung des Cystatin-C-Gens zugrunde gelegt 

wurde. Die Enden der 16 Oligonucleotide (C1-C16) sind durch Trennstriche gekennzeichnet Die uberiap- 
penden Bereiche umfassen jeweiis 13 bp. 

Fig.2 Schema zur Synthesestrategie des Cystatin-C-Gens. Links oben sind die Oligonucleotide C1 
bis C16 gezeigt Ihr "annealing H -(Hybridisierungs)-Produkt weist ein Bam HI- und ein Sal !-Ende auf. Aus 

20 dem Vektor pUC 18 wurde durch Bam Hi/Sal l-Hydrolyse ein 11 -bp-Fragment entfernt (rechts). Ligation von 
hydroiysiertem pUC 18 und "annealing "-Produkt (ieferte den rekombinierten Vektor pUC 18C (Schwarzer 
Balken == Ampicilliri-Resistenzgen; schraffierter Balken = Cystatin-C-Gen.), 

Fig.3 Sequenzen der 16 Oligonucleotide, die bei der Synthese des Cystatin-C-Gens verwendet 
wurden. 

25 Fig.4 Schema zur Sequenzierungsstrategie von pUC 18C. Der schwarze Balken symbolisiert das 

Cystatin-C-Gen, die von ihm rechts und links ausgehenden Linien Anteile der "multipurpose cloning site' 7 . 
(BP =. Basenpaare) 

Fig.5 Schema zur Konstruktion von pUR 288C. (Schwarzer Balken = Ampicillin-Resistenzgen; 
gepunkteter Balken = £-Galactosidase-Gen (pUR 288, pUR 288C) bzw. alpha-Peptid-Sequenz des 
30 Galactosidase-Gens (pUC 18C); schraffierter Balken = Cystatin-C-Gen. Die Ableserichtung ist durch Pfeile 
gekennzeichnet. 

Fig.6 Schema zur Konstruktion von pMS 103. Einzelheiten siehe Beispiel 3a. (Dicker schwarzer 
Balken = Ampicillin-Resistenzgen; dtinner schwarzer Balken = "multi-purpose cloning site"; gepunkteter 
Balken = Transkriptions-Terminator (rrnBTiT2); gekreuzter Balken = tac-Promotor (P wc ); weit schraffierter 
35 Balken = Cystatin-C-Gen; eng schraffierter Balken = Signalsequenz fur die Aikaiische Phosphatase; B, BG, 
E H und S =. Schnittsteilen fur Bam HI, Bgl II, Eco Rl, Hind HI und Sal I. Die Ableserichtung ist durch Pfeile 
, gekennzeichnet.) ~ • • 

rig.7 Ausschnitt aus der DNA-Sequenz des Ligationsproduktes aus Beispiel 3a. Der Ausschnitt 
beginnt am 5-Ende mit der Shine-Oalgamo-Sequenz (S/D) (AGGA) aus pKK 223-3. Die Aminosauren Valin 
40 (VAL) bis zum letzten Aianin (ALA) gehdren zur Signalsequenz der AikaJischen Phosphatase. Die beiden 
nachsten AminosSuren Glycin (GLY) und Serin (SER) werden zusatziich durch die Bam Hl-Steile einge- 
bracht Ab Methionin (MET) beginnt die Cystatin-C-Sequenz. 

Fig.8 Zeitlicher Verlauf von Zellwachstum und Cystatin-Expression nach Induktion mit ITPG in einer 
8-l~Batchku\tur. ( a - Durch Messung der optischen Dichte bei 578 nm ermitteites Zellwachstum; « = im 
45 Papain-lnhibitionstest ermittelte Cystatin-Konzentration.) 

Fig.9 Vollstandige Aminosauresequenz von rekombinantem Human-Cystatin-C aus E.coil Am N- 
Terminus sind drei zusatziiche Aminosauren eingebaut. (S = durch automatisierten Edman-Abbau ermittel- 
te Sequenz des N-Terminus; B1, B2 - Bromcyan-Fragmente; T = nach Abbau durch Trypsin sequen2ier- 
tes Fragment). 

so 

Die im Folgenden benutzten Abkurzungen haben die Bedeutungen: 
A573 Absorption bei 578 nm % 
ATP Adenosin-s'-triphosphat 
BSA Rinderserumalbumin 
55 bp Basenpaare . " 

DMSO Dimethylsulfoxid 
DTT Dithiothreitol 
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IgG Immunglobulin G 

IPTG isopropyl-£-D-thiogaiactosid 

LB- 

Medium Dieses enthalt pro Liter: 10g Casein enzymatisch gespalten (Sigma), 5g Hefeextrakt (DIFCO), 
5 10g NaCI. Der pH-Wert wurde auf 7,3 eingestellt mit 10 M NaOH; fur LB-amp-Medium werden pro Liter 50 

mg AmpicilHn zugesetzt Zur Herstellung von Agarpiatten werden pro Liter 15g Agar zusatzlich eingesetzt 

NL Normliter 

PTH Phenylthiohydantoin 

RT Raumtemperatur 
to SDS Natriumdodecylsulfat 

Tris Trishydroxymetbylaminometban 

U Einheit der Enzymaktivitat 

X-Gai 5-Srom~4-chior-3-indolyf-^-D-galactopyranosid. 

In den Ausfuhrungsbeispieien wird unter Verwendung der genannten Materiaiien nach den nachstehend 
15 beschriebenen Verfahrenzsweisen vorgegangen: 



Enzyme 

20 ~ 

In Kfammern stnd jeweils die Bezugsquelfen angegeben: 

- Restriktionsendonucieasen (Boehringer, Mannheim); 
Bethesda Research Laboratories "BRL" und Bioiabs) 

- E.coli-DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment) (Boehringer, Mannheim) 
25 - Lysozym (Boehringer, Mannheim) 

-Alkalische Phosphatase aus Kaiberdarm (Boehringer, Mannheim) 

- Ribonuclease A (BRL) 

- T4-DNA-Ligase (BRL) 

- T4-Polynucleotid-Kinase (BRL) 

30 - Papain (Sigma) \. 

Restriktionsendonucieasen, T4-DNA-Ligase und alkalische Phosphatase wurden, wenn nicht anders 
angegeben, nach den Angaben der Hersteller benutzt. 

.. ' ' • I : " ' : - ' 

Wei.tere Substanzen (soweit nicht anderweitig im vorliegenden Text erwahnt) 

- anti-Cystatin-C-Antiserum aus Kaninchen (J.Stephan-lnstitut, Ljubljana) 

- Cystatin aus Humanserum (J.Stephan-lnstitut, Ljubljana) 

40 - anti-Kaninchen-lgG-Peroxidase-Konjugat aus Ziege (Sigma) 

- 5-Brom-4-chlor-3-indoiyl-£-D-galactopyranosid (= X-Gai) (Biomoi) 

Methoden 

45 

Gelelektrophorese und Gelelution 

Proteme wurden in SDS-Polyacrylamid-Geien nach Laemmli (1970) getrennt 

DNA-Fragmente wurden mit Agarose- Oder, in Abhangigkeit von der Fragmentgrotfe, mit Poiyacrylamid- 
50 Gelen aufgetrennt (Maniatis, Fritsch und Sambrook, 1982). Agarose-Geie: TAE- Puffer (40m M Tris-Acetat, 
pH 8,3, 2 mM EDTA); Polyacrylamid-Gele (Acrylamid/Bisacryiamid 19:1): TBE-Puffer (60 mM Tris-Base. 60 
mM BorsSure, 1 mM EDTA, pH 8,3). 

- Oligonucleotide und DNA-Fragmente mit einer Grofie unter 500 bp wurden in 5 - 15%igen Polyacrylamid- 
Geien getrennt 

55 - DNA-Fragmente, deren Gro/fe mehr als 500 bp betrug, wurden in 0,8%igen "Low Melting Point"-Agarose- 
Gelen (0,5 ug Ethidiumbromid/ml) getrennt Die Bution der Fragmente erfolgte nach Maniatis, Fritsch und 
Sambrook (1982). 

- In anaiytischem Matfstab phosphoryiierte Oligonucleotide wurden in denaturierenden Gelen (7 M Ham- 
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stoff), in praparativem Mafistab phosphorylierte Oligonucleotide wurden in nativen Gelen getrennt. Die 
Elution der Oligonucleotide erfolgte nach Maxam und Gilbert (1980). Abweichend hiervon erfolgte die 
Isolierung von Oligonucleotiden zur Gensynthese aus den Gelstucken durch Elektroelution in einer 
Bioirap<2)-Apparatur der Fhma Schleicher und Schuli nach Vorschrift des Hersteiiers. 



Qiigonucleotidsynthesen: 

Samtiiche Oligonucleotide zur Gensynthese, der Standard- "forward primer" s'tCCCAGTCACGACGT 
3', der Standard- "reverse primer" s'AACAGCTATGACCATG 3' und die Oligonucleotide SP5 und SP6 (vgi. 
Beispiel 3a) wurden nach dem Festphasen-Phosphitverfahren (Caruthers, 1982) mit einem DNA-Synthesizer 
(Typ 380 A) der Firma Applied Biosystems hergesteilt. Die Reinigung der Oligonucleotide wurde standardi- 
siert mitteis "reversed phase"- HPLG mit Shandorn-Hypersil/ODS (ODS ~ Oktadeka-Silan) (Partikelgrdfle 5 
urn, Saulengrofle 4,6 mm x 250 mm) nach McLaughlin und Krusche (1982) durchgefOhrt. Das QMTr- 
Oligonucieotidgemisch (DMTr = 4 t 4'-Dimethoxytrityi) wurde zur Trockne eingeengt und durch Behandlung 
mit 500 ul 80%iger Essigsaure (Kontaktzeit: 20 min) detrityiiert Nach Entfernen der Essigsaure im Vakuum 
wurde mit dem o.g. Saulenmaterial rechromatographiert. Die dermafien gereinigten Oligonucleotide wurden 
nach Phosphorylierung an den 5'~Enden mitteis Bektrophorese in 8 - I5%igen Poiyacrylamid-Geien 
analysiert 



s'-Phosphorylierung von Oligonucleotiden 

Die chemisch synthetisierten Oligonucleotide wurden in Poiynucleotid-Kinase-Puffer (50 mM Tris-HCJ, 
pH 8,0, 10 mM MgC! 2l 10 mM DTI) an den s'-Enden analytisch bzw, praparativ phosphoryliert. Die 
Reaktionsansatze hatten folgende Zusammensetzung: 



Substanz 


Analytischer 
Ansatz 


Praparativer 
Ansatz 


Oligonucleotide 
ATP | 
[ 7 - 32 P] ATP (8.000 Ci/mMol) 
T4-Polynucleotid-Kinase 


5 pMol 
20 pMol 
1 pMol 

0,2 U 


20 pMol 
100 pMol 
5 pMol 
5 0 



Die Reaktion erfolgte bei 37' C. Analytische Ansatze (Volumen: 10 ul) wurden 10 Minuten, praparative 
Ansatze (Volumen: 20 ul) 20 Minuten inkubiert Die Trennung von Oligonucleotiden und ATP/[ 7 - 32 P] ATP 
erfolgte- durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die Banden wurden mitteis Autoradiographie sichtbar 
gemacht Die Geistucke wurden ausgeschnitten und die Phosphorylierungsausbeuten durch Messung der 
Cerenkow-Strahlung im Tritium-Kanal eines Tricarb 3330-Szintillationszahiers. der Firma Packard nach 
Vorschrift des Hersteiiers bestimmt 



G-50-Gelchromatographie 

Oligonucieotidgemische wurden durch G-50-Gelchromatographie entsalzt, und phosphorylierte Oligonu- 
cleotide, die nicht mitteis Polyacryiamid-Gelelektrophorese gereinigt worden waren, wurden durch G-50- 
Gelchromatographie von ATP/[ 7 - 32 P] ATP getrennt. Die Saule wurde f risen angesetzt unter Verwendung 
einer silikonisierten Pasteurpipette und Sephadex G-50 fine (Firma Pharmacia). Das Gelmaterial wurde nach 
Angaben des Hersteiiers behandeit. Die auf ein Volumen von 50 ul ©ingeengten Oligonucleotidlosungen 
wurden auf die Saule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit Wasser und wurde mitteis eines Geigerzahlers 
kontroliiert Die ersten 15 Tropfen, die Radioaktivitat zeigten, wurden in einem Eppendorfgefa/J vereinigt. 



Preparation von Plasmid-DNA 
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wurden nach Birnboim und Doly (1978) Oder nach Willimzig (1985) durchgefOhrt. 



DNA'Sequenzsna)ysen 

5 : 

Die DNA-Sequenzierung beruhte auf der Methode von Sanger, Micklen und Coulson (1977) und wurde 
nach Korneiuk, Quan und Gravel (1985) durchgefOhrt. 

to Transformation von E.coli 

Die Transformation von E.coli wurde mit CaC^-vorbehandeiten Zellen nach Cohen und Chang (1972) 
durchgefOhrt Bel der Transformation mit rekombinanten pUR 288 (hergestellt entsprechend Beispiel 2a) 
wurden DMSO-vorbehandelte Zellen nach Yanish-Perron, Vieira und Messing (1985) transformiert. Wenn 
75 nicht anders angegeben, wurden zur Transformation standardmatfig 10 -20 ng Plasmid-DNA (bezogen auf 
in den Ligase-Reaktionen eingesetzten Vektor) eingesetzt. 



20 



40 



Imrnunologische Identifizierung filtergebundener Proteine 



Die Immundetektion von filtergebundenem Protein nach Durchfuhrung einer Western-BIot-Anaiyse 
(Towbin, Staehlin und Gordon, 1979) erfolgte durch , Inkubatlon mit einem verdunnten Kaninchen-anti- 
Cystatin-C-Antiserum, und anschlietfende Bindung von Ziege-anti-Kaninchen-igGs, die kovalent mit dem 
Enzym Peroxidase gekoppelt waren. Die Enzymreaktion von Peroxidase wurde mit dem Substrat 1,4- 
25 Chlomaphthol durchgefuhrt. Die einzeinen Inkubationsschritte sind im Folgenden stichpunktartig aufgelistet; 
die angegebenen Volumina beziehen sich auf einen 15 cm x 16 cm groBen Filter. 
1 .Vorinkubation 1h, 37°C, in 100 ml "blocking "-Puffer 
2.lnkubation 2 h, RT, in 50 ml Erst- Antiserum 
3.Waschen 2x10 min t RT, in je 100 ml Waschpuffer 
30 4.Waschen 2 x 20 min, RT, in je 100 ml "blocking "-Puffer 

S.lnkubation 1 h, RT, in 50 ml Zweit-Antiserum 
a.Waschen 1 x 10 min, RT, in 100 ml Waschpuffer 
7.Waschen 2 x 10 min, RT, in 60 ml "blocking "-Puffer 
8-Waschen 1x10 min, RT, in 100 ml Waschpuffer 
35 9.Substratreaktion Inkubation fur 20 min, RT, in 50 ml Substratlosung 

10. Waschen 2 x 15 min, RT, in 100 ml Wasser 

1 1. Filter trocknen und zwischen saugfahigem Filterpapier kuh( und dunkel aufbewahren. 



Die dabei ben utzten Puffer-, Antisera- bzw. Substratlosungen haben foigende Zusammensetzung: 



"Blocking^Puffer: 

45 50 mM Tris-HCl, pH 7,4 
200 mM NaCI 
0,05 % Tween-20 
3 % Gelatine, gepulvert 

Zur Losung der Gelatine wird das Gemisch vor Gebrauch 1 h bei 37° C gehalten. 

50 

Waschpuffer: 

50 mM Tris-HCl, pH 7,4 
55 200 mM NaCI 



Erst- Antiserum: 
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Cystatin-C-Antiserum von Kaninchen 1 : 300 verdunnt in "blocking "-Puffer 



Zweit-Antiserum 

5 

Kaninchen-lgG-Peroxidase-Konjugataus Ziege, 1 : 1000 verdunnt in "blocking "-Puffer 



Substrat-Losung: 

70 

30 mg 1,4-Chlornaphthoi werden in 10 ml Methanol gelSst. Zu 50 mi Waschpuffer gibt man 30 ul 30%ige 
Wasserstoffperoxid-Losung. Diese beiden Losungen sind urimitteibar vor der Inkubation anzusetzen und auf 
die Filter aufzugeben. 

rs Reinigung von Cy statin C mittels Affinitatschromatographie 

Human-Cystatin C wurde affinitatschromatographisch nach Brzin, Popovic und Turk (1984) gereinigt 



20 Papain-lnhibitionstest 

Die biochemische Aktivitat von Cy statin C wurde mit Hiife der Inhibition von Papain nachgewiesen 
(Barrett, 1981). 

25 

Transfer von Protein en auf Nitrocelluiose 

In SDS-Gelen getrennte Proteine wurden nach Towbin, Staehlin und Cordon (1979) auf Nitroceilufosefif- 
ter transferiert. 

30 Die folgenden Beispiele schildern die erfindgungsgematfe Herstellung der fur Proteine mit den bioiogi- 
schen Eigenschaften des Cystatin C codierenden DNA-Sequenzen und diese enthaitender Vektoren sowie 
die Expression von Cystatin C als Fusionsprotein, ais rekombinantes, drei zusatzliche Aminosauren 
enthaltendes Protein bzw. als natives Protein sowie biologisch aktiver Teilsequenzen des Human-Cystatin C 
und die Isoiierung und Reinigung dieser Proteine. Die Beispiele dienen lediglich zur Erlauterung der 

35 Erfindung und haben keinerlei Hmitierende Bedeutung. 



Beispiel 1 

40 Entsprechend den vorstehend geschiiderten Strategies wurde wie folgt das Cysiatin-C-Gen syntheti- 
s'terl in pUC 18 inseriert, mit dem erhaitenen Vektor ein Ecoli-Stamm transformiert und der rekombinante 
Plasmidvektor pUC 18C sequenziert 

45 a) Synthese des Cystattn-C-Gens 

Die Synthese des kompletten Cystatln-C-Gens erfolgte nach dem ursprunglich von Khorana entwickel- 
ten sog. Eintopfligations-Verfahren (Brown und Belagaje, 1979). Die Darstellung der Doppelstrang-DNA fur 
das Cystatin-C-Gen nach diesem Konzept erforderte die Synthese von voilstandig uberlappenden, an ihrem 
so s'-terminalen Ende phosphorylierten Oligonucleotiden. Hierzu wurde das Gen in 16 Oligonucleotide (C1 - 
C16) aus 38 bis 55 Nucieotiden unterteift (vgl. Abb.1). Die uberlappenden Bereiche waren jeweils 13 bp 
lang. In Abb.3 sind die Nudeotidsequenzen der 1 6 Oligonucleotide aufgefuhrt. 

Die Synthese und Reinigung der Oligonucleotide C1 C16 erfolgte in der oben be* "Methoden" 
beschriebenen Weise. 

55 Da ein Autoradiogramm der Oligonucleotide nach analytischer Phosphoryfierung mit [y 32 P] ATP und 
Elektrophorese in einem denaturierenden 8%igen Poiyacrylamid-Gel zeigte, dafl ein Groflteil der Oligonu- 
cleotide nicht ausreichend rein war, wurden die Oligonucleotide pr&parativ phosphoryliert und uber ein 
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funffachen Uberschu/3 an ATP phosphoryliert, wobei [y- 22 P] ATP im Verhaltnis 1 : 20 (bezogen auf ATP) 
zugegeben wurde. Bei der gelelektrophoretischen Trennung wurden nicht-phosphorylierte Oligonucleotide 
und ATP abgetrennt. Das Autoradiogramm der praparativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese zeigte, dai3 
die Phosphorylterungsausbeuten sehr unterschiedlich ausfielen. Diejenigen DNA-Banden, die gen groflten 

5 Moiekulargewichten entsprachen, wurden mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die Phosphory- 
lierungsausbeuten der entsprechenden Oiigonucieotide lagen zwischen 3 % und 60 %. 

Die Gelstucke wurden vereinigt, in eine Eiektroelutionsapparatur uberfuhrt, und die Oligonucleotide 
■ wurden aus der polymeren Gelmatrix eluiert. Die Oiigonucieotide wurden anschlietfend uber eine G-50- 
Gelfiltrationssaule entsaizt. Das Oligonucieotid C15 wurde ohne Auftrennung uber ein Polyacryiamid-Gel 

ro direkt uber eine G-50-Gelfiltrationssaule gereinigt und mit den restlichen Oiigonucieotiden vereinigt. 

Die Hybridisierung der Oiigonucieotide zur Darsteliung der Doppelstrang-DNA fflr das Cystatin-C-Gen 
wurde nach Standardmethoden in einem Volumen von 40 \i\ in 1 x Ugasepuffer (50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 
10 mM MgCl 2 , 10 mM DTT, 1 mg BSA/ml), durchgefUhrt Dazu wurde das Reaktionsgefatf 10 Minuten in 
einem Wasserbad (100* C) erhitzt und anschlieflend uber Nacht (16 h) auf Raumtemperatur abgekuhlt Zur 

75 Ausbildung der Wassertoffbruckenbindungen zwischen der Doppelstrang-DNA fur das Cystatin-C-Gen und 
dem Vektor wurde dieser gieichzeitig in die Reaktionsiosung gegeben. 



^ insert ' on des Cystatin-C-Gens in pUC 18, Transformation und Restriktionsanalyse der rekombinanten 
20 DNA ~ — 

Die Eintopfligation des in Beispiel 1a erhaltenen Hydridisierungs-Produktes sowie des Vektors mit dem 
Hybridisierungs-Produkt wurde wie folgt durchgefUhrt: 20 u,{ des Hybridisierungs-Ansatzes, 0,8 ug Bam 
H I/Sal l-hydrolysierter una anschlie/tend dephosphoryfierter Vektor pUC 18 und 2 U T4-DNA-Ligasa wurden 

25 befeiner ATP-Konzentration von 1 mM in 1x Ugasepuffer 16 h bei 12" C inkubiert Das Gesamtvoiumen 
des Eintopfligations-Ansatzes betrug 30 ul 

Mit 15 ul des Eintopfligations-Ansatzes wurden E.coli K12 JM 105-Zellen transformiert. Die Zellen 
wurden auf LB-amp-Platten aufgetragen. Die Selektion erfolgte wie oben beschneben in der von Miller 
(1972) angegebenen Weise. Insgesamt wurden 70 blaue und 24 wei/3e Kolonien erhalten. Zur Restriktions- 

30 analyse wurden mit den wet/ten Kolonien DNA-Minipraparationen durchgefUhrt. Die dabei erhaltenen DNAs 
wurden in einem 1%igen Agarose-Gel nach ihrer Grofle getrennt. Als mogiiche positive Klone wurden 
solche angesehen, deren DNA ein hdneres Molekuiargewicht aufwies als der Vektor pUC 18. Je 2 ug 
Plasmid-DNA dieser Klone wurden einer Bam H I/Sal l-Hydrolyse unterzogen und die Fragmente wurden 
gelelektrophoretisch getrennt Die ungefahre Grotfe der ausgeschnittenen Genfragmente konnte dabei dur|h 

as Vergleich mit einem Markerstandard (Spp 1, Ego Rl-hydrolysiert) ermitteit werden. Insgesamt erwiesen sich 
von 24 untersuchten wei/ten Klonen 6 in der Restriktionsanalyse als positiv. Rekombinante pUC 18-ONA 
(pUC 18C) aus einem der positiven Klone, die das Cystatin-C-Gen in der "multi-purpose cloning site" 
enthielt. wurde einer DNA-Sequenzierung unterzogen. 

40 . 

c) Sequenzierung des rekombinanten Plasmidvektors pUC ^8 C 

Diese Sequenzierung mit der Plasmid-DNA von Klon 22 wurde nach der Didesoxy-Terminationsmetho- 
de (Sanger, Micklen und Coulson, 1977, und Korneluk, Quan und Gravel, 1985) durchgefuhrt Hierzu wurden 

45 je 20 ug pUC 18C-DNA mit Eco Rl bzw. Hind III hydrolysiert Nach Phenolextraktion wurden die beiden 
Restriktionsansatze einer Sperminprazipitatjon unterzogen. Es wurde direkt aus hydrolysierter pUC 18C- 
Plasmid-DNA sequenziert; pro Sequenzieransatz wurde 1 U.g (= 0,5 pMol) pUC 18C-DNA eingesetzt Zur 
Hybridisierung mit denaturierter, Eco Ri-hydrolysierter pUC 18C-DNA wurden als "primer" die Cystatin-C- 
Oligonucleotide C10 und C14 sowie Standard "forward-primer", je 9 pMol, verwendet Entsprechend 

so wurden zur Hybridisierung mit denaturierter, H|nd 1 1 l-hydrolysierter pUC 18C-DNA als "primer" die Cystatin- 
C-Oligonueleotide C3, C5 und C7 sowie Standard- "reverse primer", je 9 pMol, verwendet Abb.4 zeigt die 
Sequenzierungsstrategie und die jeweiligen ermitteiten DNA-Sequenzen. Durch die Vielzahl der Sequenzie- 
rungsansatze konnte die DNA-Sequenz des Cystatin-C-Gens in pUC 18C eindeutig bestatigt werden. 

55 

Beispiel 2 
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Expression von CystatitvC als ff-Galactosidase-Fusionsprotein 



a) Konstruktion eines Fusionsgens im Plasmid pUR 288 

5 

Urn das chemisch synthetisierte Cystatin-C-Gen als Fusionsgen in E.coli zu exprimieren und Cystatin 
C in E.coli auf Proteinebene nachzuweisen, wurde das Gen in Leserasterrichtung mit dem C-Tecminus des 
Gens fur jS-Gaiactosidase in dem Plasmid pUR 288 (Ruther and Muller-Hill, 1983) verknupft Das Schema 
der Konstruktion ist in Abb.5 dargestejJt. 

to 10 ug des Plamids pUC l8C wurden mit den Restriktionsendonucleasen Bam Hi und Sal I Q*e 15 U) 
hydrolysiert (Inkubation uber Nacht in "high "-Puffer -100 mM NaCi, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, AO mM MgCb 
und 1 mM DTT - nach Maniatis et al., 1982). Die Fragmente wurden praparativ in einem 5%igen 
Poiyacrylamid-Gel getrennt und das 375-bp-Cystatin-C-Fragment wurde aus dem Ge! eluiert. Auf die 
gleiche Art wurden 10 ug des Vektors pUR 288 mit Bam HI und Sai I hydrolysiert, dephosphoryiiert und mit 

75 Phenol und Ether extrahiert. Nach Fallung mit Ethanol aus 0,3 M Kaiiumacetatlosung wurde mit dem 375- 
bp-Fragment wie folgt figiert: 0,2 pMol Fragment, 2 pMoi Vektor und 1 U< T4-DNA-Ligase wurden bei einer 
ATP-Konzentration von 1 mM Ober Nacht bei 4*C inkubiert. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 20 
ui. Mit der Haifte des Ligationsansatzes (10 ul) wurden DMSO-behandelte E.coli K12 JM 105-Zelien 
transformiert. Die Selektion der Klone erfolgte auf LB-amp-Agarplatten (Selekton auf Ampicillin-Resistenz). 

20 Es wurden 213 Klone erhalten; 12 davon wurden durch Plasmid-Schnellanalysen mit anschlieflender Bam 
HI- und Sal i- Restriction in einem 1%igen Agarose-Gel untersucht. 9 der 12 Klone emiesen sich als positlv, 
d.h. ihr Plasmid (pUR 288C) enthielt ein 375-bp-Bam Hl/Sal 1-Fragment. 

25 b) Nachweis der Expression des Fusionsproteins in E.coli 

Zur Induktion der Fusionsprotein-Expression wurden 200 ml LB-amp-Medium mit E.coli K12 JM 
105/pUR 288C (DSM 4164) aus einer Ubernachtkultur eines positiven Klons angeimpft Die Kultur wurde bei 
37 V C inkubiert und das Wachstum der Zellen bei 578 nm verfolgt Bei Erreichen einer Zelldichte von 0,5 

30 A3 73-Bnheiten/mi wurde die Kultur auf 500 uM IPTG eingestellt und bei 37* C weiterinkubiert. Der zeitliche 
Veriauf der Expression des Fusionsproteins wurde anhand einer SDS-Plyacrylamid-Gelelektrophorese 
verfolgt Bemerkenswert am Expressionsveriauf ist, da/3 nach der Induktion zunachst ausschliefllich das 
Cystatin-C/j8-Galactosidase-Fusionsprotein gebildet wurde und mit fortschreitender Inkubationsdauer (nach 
ca. in) auch £-Galactosidase entsteht 

35 . Um das Fusionsprotein durch eine immunologische Reaktion mit anti-Cystatin-C-Antiserum nchzuwei- 
sen, wurden SDS-gelelektrophoretisch getrennte Proteine des E.coli-Rohextraktes auf Nitrocellulose transfe- 
riert (Westem-B lot-Analyse). Das Nitrocellulose-Filter wurde 1 h bei 37* C mit "blocking "-Puffer inkubiert, 
um unspezifische Bindepiatze auf dem Filter abzusattigen (Lee et al., 1982). Dann wurde wie unter 
"Methoden (Immunologische Identifizierung filtergebundener Proteine)" beschrieben vorgegangen. Der 

40 Nachweis beruht hierbei auf der Reduktion von Wasserstoffperoxid, dern Substrat der Peroxidase, unter 
gleichzeitiger Oxidation von 1 ,4-Chlornaphthol zu gefarbten Reaktionsprodukten. 



BefSpiel 3 

45 

Expression eines rekombinanten Cystatin C in E.coli und Gewinnung dieses Proteins 



so a) Konstruktion des Express! on svektors pMS 103 

Das Plasmid pMS 103 ist ein Derivat des Expressionsvektors pKK 223-3 (de Boer und Comstock 1983), 
das hinter den Translationssignalen (tac-Promotor, Shine-Dalgarno-Sequenz) das Gen fur die Signalsequenz 
der Alkalischen Phosphatase (phoA), eine zusatziiche Bam Hl-Schnittstelle, das Cystatin-OStrukturgen 
55 sowie einen starken ribosomalen RNA-Transkriptions-Terminator (Brosius et al., 1981) enthaMt. Die Konstruk- 
tion ist in Abb.6 dargestellt. Sie erforderte die Ligation von drei DNA-Fragmenten: 
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Fragment 2: Aus pUC 18C wurde das Cystatin-C-Gen mittels Bam Hi/Hind lil-Hydrolyse ausgeschnitten 
und durch LMP-Agarose-Gelelektrophorese gereinigt 

Fragment 3: Dieses 68 bp grofle Fragment lieferte die phoA-Sequenz (Kikuchi et al„ (1981)). Es wurde 
durch Hybridisierung von zwei chemisch synthetisierten Oligonucleotiden (SP5, SP6) erhaiten. Dfese haben 
folgende Nucfeotidsequenzen: 

SP5 

5 1 AATT6T6AAACAAAGCACTATT6CACTGGCACTCTTACCGTTACTGTTTA 

C CCCTGTGACAA AAGC AG 3 9 

SP6 

3 1 C AC TTTGTTTC GTGAT AACGTGACC GTGAG A ATGGC AATG AC A AATGGGG 
AC AC TGTTTTC GTC CT AG 5 1 

SP5 und SP6 wurden an ihren 5 -Enden nicht phosphoryliert, da sowohl Fragment 1 als auch Fragment 
2 an den 5 -Enden phosphoryliert sind. Die Sequenzen von SP5 und SP6 wurden so gewahit, da/3 nach der 
Ligation mit dem Vektor die Eco Rl-Steiie zerstort wird. 



Ligation 

Die Ligation der drei Fragments wurde wie foJgt durchgefuhrt. 20 vlq Fragment 1 und ein je 1 0-f acher 
moiarer Uberschu/S an Fragment 2 und 3 wurden in 1 x Ligasepuffer unter Zusatz von ATP entsprechend 
einer Konzentration yon 1 mM mit 1 U T4-DMA-Ligase fur 16 h bei 4*C inkubiert. Das Volumen des 
Ugationssatzes betrug 20 ul. 

Abb. 7 zeigt die DNA-Sequenz des Ugaiionsproduktes von der Shine-DaJgarno-Sequenz des tac- 
Promotors bis zum Start des Cystatin-C-Strukturgens. 

b) Transformation und Restriktionsanaiyse der rekombinanten DNA 

1 ^ 

Transformation 

Nach Transformation von E.coli K12 JM 105 (nach Cohen und Chang, 1972) mit dem gesamten pMS 
103-Ligationsansatz aus Beispie! 3a wurden die Z9llen auf LB-amp-P fatten aufgetragen. Die Selektion von 
Vektor-haltigen Zellen erfolgte uber das Ampiciiiin-Resistenzgen von pKK 223-3. Zwischen Zellen mit 
Vektor und Zellen mit rekombinantem Vektor konnte in diesem System nicht unterschieden werden. 

Restriktionsanaiyse 

Insgesamt wurden 160 weitfe Kione erhaiten. Aus .12 Kionen wurden DNA-Minipraparationen hergestellt 
Eine Restriktionsanaiyse ( Eco Rl-Hydrolyse, Bgl il-Hydrolyse) ergab folgendes: 
2 Klone (Nr.4 und 6) enthielten pMS 103; 

4 Klone (Nr.3,8,11,12) enthielten den re-ligierten Vektor pKK 223-3; 

6 Kione (Nr t ,2,5,7,9,10) waren Deletionsmutanten mit einer L2nge von ca. 2.700 bp {durch Vergleich mit 
Sppl -Marker abgeschatzt). 



c) Papain-lnhibitionstest; Erzeugung i yon rekombinantem Cystatin C 

Die biochemische Aktivitat von Cystatin G wurde mit Hilfe der Inhibition von Papain nachgeweisen 
(Barrett, 1981). 

Obemachtkulturen von Exoli K12 JM 105/pKK 223-3 sowie E.coii K12 JM 105 /p MS 103 (DSM 4165) 
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bei 37° C inkubiert und das Wachstum der Zellen wurde bei 578 nm verfoigt Bei Erreichen einer optischen 
D'ichte von 0,5 - 0,7 As7s-Einheiten/mi wurden die Kulturen auf 500 uM lPTG eingestellt und bei 37* C unter 
Schutteln weiter inkubiert. Der zeitiiche Verlauf der Induktion von Cystatin C wurde mittels des Papain- 
Inhibitionstestes verfoigt. Dabei zeigte sich, dafl nur Kulturen, welche uber das Plasmid pMS 103 verfugen. 

5 nach Induktion mit lPTG zur Produktion von Cystatin C befShigt sind. (Kontrollkuituren, welche an SteHe van 
pMS 103 das Ursprungsptasmid pKK 233-3 besa/3en, zeigten im Inhibitionstest keine biochemische 
Aktivitat) Die im 250 mf-Matfstab enetchten Ausbeuten an Cystatin C liegen bei 4 mg/i; diese Proteinmen- 
gen wurden 5 - 6 h nach Induktion erreicht 

Zur Erzeugung grotferer Quantitaten des rekombinanten Cystatin C wurden 8 I Batchkulturmedium (LB- 

70 amp-Medium) im Ruhrkesselfermenter Biostat E (Braun, Melsungen; Beiuftungsrate 9 NL/min) mit 150 ml 
einer Qbernachtkultur von E.coii K12 JM 105/pMS 103 beimpft Die Kultur wurde bei 37* C inkubiert; das 
Zellwachstum wurde durch Messung der optischen Dichte (Asya-E/'ml) verfoigt Bei Erreichen von .0,6 A573- 
Eml wurde die Fermenterkuitur auf 500 uM lPTG eingestellt und weiter inkubiert. Der zeitiiche Verlauf von 
Zellwachstum und Cystatin- Produktion wurde verfoigt wobei die Bestimmung der Cystatin-C-Mengen nach 

is Barrett (1981) erfolgte. Die Zellen wurden hierzu durch Zentrifugteren uber 3 Minuten abgetrennt und dann 
in 50 mM Tris-HCI/2 mM EDTA-Puffer, pH 8,0, mit Lysozym (10 mg/ml) aufgesehlossen (modifiziert nach 
Holmes und Quigley, 1981). Abb.8 zeigt, da/3 die Cystatin-C-Konzentration 6 h nach Induktion den 
Hochstwert von 6,2 mg/l erreicht Dies entspricht einer Gesamtausbeute von 50,7 mg Cystatin aus 35,5 g 
Bakterien (Na/kjewicht); die Zellen wurden 6 h nach Induktion durch Zentnfugation sedimentiert 

zo Um eine immunoiogische Reaktion (vgl.Beispiel 2b) mit anti-Cystatin-Antikorpern nachzuweisen, wurden 
S DS-ge(elektrophoretisch getrennte Proteine sowoh I des Ecoii-Rohextraktes ais auch des affinitatschroma- 
tographisch gereinigten Proteins (vg I. unten bei Beispiel 3d) auf Nitrocellulose transferiert In beiden Fallen 
fand eine deutliche immunreaktion des Antikorpers mit dem produzierten Protein statt 

25 

d) Isolierung eines rekombinanten Human-Cy statin C aus E.coli 

Zellaufschiuflverfahren 
30 ^ ~ ; 

Fur einen periplasmatischen Zellaufschiu/3 wurde 1 g abzentrifugierte Zellen in 50 ml Aufschluflmedium 
(20% Saccharose, 30 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0$ mit 50 mg Lysozym bei Raumtemperatur fur 60 
min inkubiert (modifiziert nach Chan et at, 1981). Nach anschlietfender Zentrifugation enthielt der Oberstand 
1 mg des rekombinanten Cystatin C/50 mi Aufschlu/3medium. 



e) Reinigung des rekombinanten Cystatin C durch Affinitatschromatographie 

Die Cysteinprotease Papain wurde nach Axen (1967) an mit Bromcyan aktivierte Sepharose 4B 
4o gebunden; anschlieflend erfolgte eine Carboxymethylierung der SH-Gruppen des Papains, Zur Reinigung 
des rekombinanten Cystatin C wurde der oben erhaltene Oberstand des Zeilaufschlusses bei 4* C fur 1 h 
mit Carboxymethyi-Papain-Sepharose Inkubiert. Nach Waschen des Sau lenmaterials mit 10 mM Tris-HCI/1 
M NaCi, pH 8,0, wurde das gewunschte Protein mit 10 mM NaOH eluiert (Brzin, Popovic und Turk, 1984). 
Die Chromatograpbie wurde mit Hiife des Papain-inhibitionstestes verfoigt. Cystatin-C-haltige Eluate wurden 
45 anschiietfend mit 2N HCI neutralisiert 

Aus 1 g Bakterien (Natfgewicht) konnten nach Affinitatschromatographie 0,6 mg des rekombinanten 
Human-Cystatin C erhalten werden. 



50 f) HPLC-Trennung der affinitatschromatographisch gereinigten Fraktion 

Das neutralisierte Affinitatssauleneluat wurde uitrafiltriert (untere Ausschluflgro/3e des verwendeten 
Amicon YM1G-Filters: 8000 Daiton). Das Retentat wurde durch Gelfiltration mit einer Sephadex G-25M- 
Sauie (1,5 cm x 5 cm) entsalzt und anschlietfend lyophilisiert. Die so gewonnenen Proteine wurden in ca. 
55 100 ai 0,1% Trifluoressigsaure (TFA) aufgenommen und mittels eines Acetonitrii-Gradienten (40-60%) 
getrennt (Chromatographie-Bedingungen: PartlsU 5-C 8 =Saule (0,46 cm x 25 cm); Puffer A: 0 t 1% TFA in 
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verwendet die Detektlon erfolgte bei 280 nm mit einem Beckman 163 wavelength detektor. Oie Proteinfrak- 
tionen 2, 3 und 4 zeigten im Papain-lnhibitionstest vergleichbare biochemische Aktivitaten. Diese Protein- 
fraktionen wurden wie folgt sequenziert: 

g) Sequenzierung des aus E.coli isolierten rekombinanten Cystatin C 

Zur Sequenzierung wurde ein Gasphasen-Sequenator (Applied Biosy stems 470 A), der nach dem 
Prinzip des Edman-Abbaus arbeitet. verwendet. Die Analyse der PTH-Aminosaurederivate erfolgte ON-LINE 
liber HPLC (Applied Biosystems 120 A). Urn die N-terminalen Aminosauren zu bestimmen, wurden die 
Proteine aus den HPLC-Fraktionen 2, 3 und 4 aus Beispiel 3f ansequenziert. 

Die Analyse ergab, dafi die Fraktionen unterschiedlich prozessierte Inhibitorproteine enthielten, die in 
Tabelle I zusammengestellt sind: 

Tabelle I 





N-terminale 
Aminosaure 


Verhaltnis 

Sequens/Gesamtprotein 


Fraktion 
2 


Gly- 3 
Ser +1 


20% 
10 % 


Fraktion 
3 


Ser 4 * 1 
Gly* 12 


11 % 
15 % 


Fraktion 4 


Leu* 9 


44 % 



Die Tabelle gibt die N-terminalen Aminosauren der unterschiedlich prozessierten Inhib.torproteine^ und 
ihre relative Haufigkeit an. Die bei der Affinitatschromatographie erhaltene Proteinmenge wurde gle.ch 
100% (= "Gesamtprotein") gesetzt. Aus dem Elutionsprofil der HPLC-Trennung wurden die %-Anteile der 
Proteine von Fraktion 2, 3 und 4, aus der Sequenzanalyse die %-Anteile der jaweiligen Prote.nspez.es 
(="Sequenz") iodor Fraktion ermitteit. . , 

Eines der Proteine, ein Protein aus Fraktion 2. das 20 % der Proteinmenge des 
Affinitatschromatographie-Eluats entspricht, wies die N-terminale Aminosaure auf, die aufgrund der durch- 
gofuhrten Konstruktion zu erwarten war. Es handelt sich urn das Protein, das am N-Ter^nus die 
Aminosaure Gly-3 tragi (siehe dazu auch Abb.9), Durch die zusatzlich eingefuhrte Bam Hl-Schn.ttstelle 
(vglSeite 4 Ziffer 3) werden zwischen der PhoA-Signalsequenz und dem Cystatin-Strukturgen die Amino- 
sauren Gly-3 Ser-* und Met- zur Expression gebracht. In an sich bekannter Weise (z.B. durch lim.tierte 
Bromcyan-Spaltung oder durch limitierte Spaltung mit Exopeptidase) kdnnen diese dre. zusatziichen n- 
terminalen Aminosauren unter Gewinnung von Human-Cystatin C abgespalten werden. 

Aufgrund der bereits bekannten Primarstruktur von Cystatin C konnte auf eine Sequenz.erung nach dem 
Prinzip uberlappender Fragmente weitgehend verzichtet werden. 

Das Cystatin-Molekul besitzt nach Grubb und Ldfberg (1982) zwei Disulfidbrucken. Zur weiteren 
Sequenzaufklarung wurde daher eine Bromcyan-Spaltung des Proteins durchgefuhrt (Gross, 1967). Die 
Bromcyan-Fragmente wurden durch HPLC (vgl. Beispiel 3f) getrennt und anschl.eeend mil ™fe des 
Gasphasen-Sequenators sequenziert. Da das Bromcyanfragment B2 uber eine D.sulfidbrucke zwischen 
Cys" und Cys' 17 mit B1 verbunden ist, konnten beide Fragmente parallel sequenziert werden. Die 
Aminosauresequenz von B2 ergibt sich aus den Sequenzierungsdaten nach der Subtraktion von B1 . 

Fehlende Restsequenzen wurden nach tryptischer Spaltung (Smyth, 1967) und HPLC-Trennung der 

P6P Abb yzeigt^te ermitteite vollstandige Aminosauresequenz (Primarstruktur) des in E.coli zur Expression 
gebrachten rekombinanten Human-Cystatin C, die sich von der Primarstruktur des nativen Proteins nur 
dadurch unterscheidet. daB hier, bedingt durch die Konstruktion des Expressionsvektors. ™ N-Ten* nua 
die drei ersten Aminosauren (Gly-*, Ser"* und Met-) zusatzlich eingebaut worden ^'^^^"J. 
der Konstruktion des Expressionsvektors (Auslassen der fur die Konstruktion der Bam H, : S * n ^™ 
dem Transiationsinitiationscodon notwendigen Nukleotide) laflt sich in der vorstehend beschr ebenen weise 
auch ein soiches Gen erhaiten und nach Einbau in entsprechende Vektoren in z.B. Ecolr K12 JM iu& zur 
Expression bclngen. das ausschliefilich zu Human-Cystatin C der vollen Lange mit 120 Am.nosauren Uhrt 
h) Durch Abschatzung der Werte der Inhibitorkonstanten (K ( ) fur Human-Cystatin C sowie fur das 
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Leu + 3 -Fragment (HPLC-Fraktion 4; vgl. Beispiel 3f und g) nach der Methode von Green und Work (1952) - 
die Bestimmung der freien Enzym-Konzentration erfolgte nach Barrett (1981) - konnte gezeigt werden, da/3 
die apparente Inhibitorkonstante fur beide Proteine kleiner ais 10~ 9 M betragt, die K r Werte fur Human- 
Cystatin C und das Leu + 9 -Fragment also vergleichbar sind. 
5 Dieses Leu* 3 -Fragment hat die Aminosauresequenz: 





LEU 


VAL 


SLY 


GLY 


PRO 


MET 


ASP 


ALA 


SER 


VAL 


GLU 


GLU 


GLU 


GLY 




VAL 


ARG 


ARG 


ALA 


LEU 


ASP 


PHE 


ALA 


VAL 


GLY 


GLU 


TYR 


ASN 


LYS 


70 


ALA 


SER 


ASN 


ASP 


MET 


TYR 


HIS 


SER 


ARG 


ALA 


LEU 


GLN 


VAL 


VAL 




ARC 


ALA 


ARG 


LYS 


6LN 


ILE 


VAL 


ALA 


GLY 


VAL 


ASN 


TYR 


PHE 


LEU 




ASP 


VAL 


GLU 


LEU 


GLY 


ARG 


THR 


THR 


CYS 


THR 


LYS 


THR 


GLN 


PRO 


15 


ASN 


LEU 


ASP 


ASN 


CYS 


PRO 


PHE 


HIS 


ASP 


GLN 


PRO 


HIS 


LEU 


LYS 




ARG 


LYS 


ALA 


PHE 


CYS 


SER 


PHE 


GLN 


ILE 


TYR 


ALA 


VAL 


PRO 


TRP 




GLN 


6LY 


THR 


MET 


THR 


LEU 


SER 


LYS 


SER 


THR 


CYS 


GLN 


ASP 


ALA. 
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In der foigenden TabeKe H sind die hinterfegten Mikroorganismen zusammengefaflt: 

Tabelie II 



25 



Mikroorganismus 


Hinterfegungssielle 


H inter legungsnr. 


pUC 18 


DSM 


3424 


pBR 322 


ATCC 


31344 


pWH 701 


DSM 


3633 


Exdli K12 JM 101 


ATCC 


33876 


E.coli K12 DH1 


ATCC 


33849 


E.coli K12 W6 


DSM 


3632 


E.coii K12 JM 105 


DSM 


4162 


E.coli K12 JM 105/pMS 103 


DSM 


4165 


E.coli K12 JM 105/pUC 18C 


DSM 


4163 


E.coli K12 JM 105/pUR 288C 


DSM 


4164 



Literatur 

Axen, R. (1967), Nature 214, 1302 - 1304. 
Barrett, A.J. (1981), Meth.Enzymoi. 80, 771 - 778. 

Barrett, A.J. (1984), Intracellular Protein Catabolism V. Proceedings of the international symposium in Airfie, 
Virginia. 

Barrett A.J. und Da vies, M. (1984), Biochem.8iophys.Res. Commun. 120, 631 - 636. 

Brosius, J., DuiW T J., Sleeter, D.D., und Noiler, H.F. (1981) J. Moi. Biol. 148. 107 - 127. 

Brown. E.L. und Belagaje, R. (1979), Meth. Enzymoi. 68, 109 - 151. 

Birnboim, H.C. und Doly, J. (1978), Nuci. Acids Res. 7, 1513 = 1523. 

Brzin, J., Popovic, T. und Turk, V. (1984). Biochem. Biophys, Res.Commun. 118, 1 03 - 109. 

Caruthers, M. H. (1982), Chemical and Enzymatic Synthesis of Gene Fragments (Gassen, H.G.und Lang, A., 

eds.) Seiten 97.- 102. Veriag Chemie, Weinheim -Deerfield- Beach - Basel. 

Chan, S., Weiss, J.. Konrad, M., White. T., Bail, C, Yu, S.-D., Marks, D. und Steiner, D.F. (1981). Proc. Natl. 
Acad. Sci. 78, 5401 - 5405, 

Cohen, S.N. und Chang, A.G.Y. (1972), Proc. Nati. Acad. Sci. 69, 2110 - 2114. 
deBoer, H.A. und Comstock, L.J, (1983), Proc. Natl. Acad. Sci. 80, 21 - 25. 



EP 0 330 725 A1 



Graf, M., Baici, A.B.'-und Strauli, P. (1981) Lab.lnvest. 45, 587-596. 
Green, N.M. und Work, E. (1952), Biochem. J.,54, 347-352. 
Grosjean, H. und Fiers. W. (1982), Gene 18, 199-209. 
Gross, £. (1967), Meth. Enzymol. U, 238-255. 
5 Grubb A und LSfberg, H. (1982), Proc. Natl. Acad.Sci. 79, 3024-2027. 

Hardies, S.C., Patient, R.K.. Klein, R.D., Ho, F., Rezinkoff, W.'S. und Weils, R.D. (1979), J. Biol. Chem. 254, 
5527-5534. 

Hillen, W. f Klein, R.D. und Weils, R.D. (1981), Biochemistry 20, 3748-3756. 
Holmes. D. und Quigley, M. (1981), Anai. Biochem.114, 193-197. 
to Keilova, H. und Tomasek, V. (1977), Acta biol. med. germ.36, 1873-1881. 

Kikuchi, Y., Yoda, K., YamasaKI, M. UND Tamura, G., (1981), Nucleic Acid Res., 9, 5671-5678. 
Korneluk, R.G., Quan, F und Gravel, R A. (1985), Gene 40, 317-323. 
Laemmii, U.K. (1970), Nature 227, 680-685. 

Lee C G Huang, Y.S., Hu, P.C., Gomel, V. und Merge, A.C. (1982), Anal.Biochem. J23, 14-22. 
Maniatis, T., Fritsch, E.F. und Sambrook, J. (1982): Molecular Cloning -A Laboratory Manual, Seite 104. 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York. 
Maxam, A.M. und Gilbert, W. (1 980), Meth.Enzymol. 65, 499-580. 

McLaughlin, L.W. und Krusche, J.U. (1982), Chemical and Enzymatic Synthesis of Gene Fragments 
(Gassen. H.G. und Lang, A., eds.), Seiten 177-198. Veriag Chemie, Weinheim - Deerfield Beach - Basel. 
Miller, jk (1972), Experiments in Molecular Gentics. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
New York. 

Mort, J.S., Leduc, M.S . und Recklies, A.D. (1983), Biochim.Biophys.Acta 755, 369-375. 
Mullins, D.E. und Rohrlich, S.T. (1982), Biochem.Biophys.Acta 695, 177-214. 
Nicklin, M.J.H., Toyoda, H., Murray, M.G. und Wimmer, E. (1986), Biotechnology 4, 33-42. 
25 RQther! U. und Muller-Hill, B. (1983), EMBO-J. 2, 1791-1794. 

Sanger, P., Micklen.S. und Couison, A.R. 0977), Proc. Natl. Acad.Sci. 74, 5463-5467. 
Smyth, D. (1967), Meth. Enzymol. It- 214-222. 

Towbin, H., Staehlin, T. und Gordon, J. (1979), Proc. Natl. Acad. Sci. 76, 4350-4354. 

Turk V Brizn. J., Kopitar, M., Kregar, I., Locnikar, P., Longer, M., Popovic, T. t Ritonja, A., Vitale, Lj.. 
Machieidt, W., Giraldi, T. und Sava, G. (1983), Proteinase Inhibitors: Medical and Biological Aspects 
(Katunuma, N. et aL, eds), Seiten 125-134. Japan Scim Soc. Press. Tokyo. Springer Veriag, Berlin. 
Willimzig, M. (1985), Trends in Genet. i; 158. 

Yanish-Perron, C, Vieira, J. und Messing J. (1985), Gene 33, 103-119. 



75 



20 



30 



35 



40 



45 



Anspruche 

1. DNA-Sequenzen, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie fur Proteine mit den biologischen Eigenschaften 
des Cystatin C codieren. 

2. DNA-Sequenzen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl sie synthetisch hergestellt 
werdeh 

3 DNA-Sequenzen nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafl sie fur 
Cystatin-C-Fusionsproteine Oder biologisch mit Cystatin C gleichwirkende Teilproteine des Cystatin C 
codieren 

4. DNA-Sequenzen nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafl sie fur das 
Protein mit den biologischen Eigenschaften des Cystatin C mit der Aminosauresequenz 
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LEU 


VAL 


SLY 


GLY 


PRO 


MET 


ASP 


ALA 


SER 


VAL 


GLU 


GLU 


6LU 


6LY 


VAL 


ARG 


ARG 


ALA 


LEU 


ASP 


PHE 


ALA 


VAL 


GLY 


GLU 


TYR 


ASN 


LYS 


ALA 


SER 


ASN 


ASP 


MET 


TYR 


HIS 


SE R 


ARG 


ALA 


LEU 


6LN 


VAL 


VAL 


ARG 


ALA 


ARG 


LYS 


GLN 


ILE 


VAL 


ALA 


GLY 


VAL 


ASN 


TYR 


PHE 


LEU 


ASP 


VAL 


GLU 


LEU 


GLY 


ARG 


THR 


THR 


CYS 


THR 


LYS 


THR 


GLN 


PRO 


ASN 


LEU 


ASP 


ASN 


CYS 


PRO 


PHE 


HIS 


ASP 


GLN 


PRO 


HIS 


LEU 


LYS 


ARG 


LYS 


ALA 


PHE 


CYS 


SER 


PHE 


GLN 


ILE 


TYR 


ALA 


VAL 


PRO 


TRP 


6LN 


6LY 


THR 


MET 


THR 


LEU 


SER 


LYS 


SER 


T H R 


CYS 


GLN 


ASP 


ALA 



codieren. 

5. DNA-Sequenzen nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie fur das 
rekombinante, drei zusatziiche Aminosauren enthaltonde Cystatin C mit der in Abbiidung 9 dargestellten 
Aminosauresequenz codieren. 

6. DNA-Sequenzen nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie die in Abbiidung 1 dargestellt 

Nukleotidsequenz aufweist. 

7. Rekombinanter Vektor, dadurch gekennzeichnet, da/3 er sine DNA-Sequenz nach einem der 

Anspruche 1 bis 6 enthait. 

8. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da/3 er eine DNA-Sequenz nach 
einem der Anspruche 1 bis 6 in der multi-purpose cloning site enthait. 

9 Rekombinanter Vektor nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafl er das Plasmid pUR 288C 
(DSM 4164) ist. 

10. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/3 er das Plasmid pMS 103 
(DSM 4165) ist. 

11. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/3 er das Plasmid pUC 18C 
(DSM 4163) ist 

12. Wirtsorganismus, dadurch gekennzeichnet, dafl er mit einem der rekombinanten Vektoren nach 
einem der Anspruche 7 bis 11 transformiert ist. 

13. Wirtsorganismus nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafl er ein Bakterium, vorzugsweise 
ein Stamm der Art E.coli Oder B.subtilis Oder ein mikroskopisch kleiner Pilz, vorzugsweise der Art 
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae oder Sacchaomyces cerevisiae ist. 

14. Wirtsorganismus nach einem der Anspruche 12 oder 13, dadurch gekerinzeichnenet, dafl er 
ausgewahlt wird aus der Gruppe, die umfaSt: die E.coli -Stamme K12 JM 101 (ATCC 33876), K12 DH1 
(ATCC 33849), K12 W6 (DSM 3632) und K12 JM 105 (DSM 4162) , der jeweils mit einem der 
rekombinanten Vektoren nach einem der Anspruche 7 bis 1 1 tranformiert ist. 

15. Protein mit den bioiogischen Eigenschaften des Cystatin C, dadurch gekennzeichnet, dafl es 
weniger oder mehr als 120 Aminosauren enthait 

16. Protein nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafl es die in Abbiidung 9 dargestellte 
Aminosauresequenz hat 

17. Protein nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafl es die Aminosauresequenz 

LEU VAL GLY GLY PRO MET ASP ALA SER VAL GLU GLU GLU GLY 
VAL ARG ARG ALA LEU ASP PHE ALA VAL GLY GLU TYR ASN LYS 
ALA SER ASN ASP MET TYR HIS SER ARG ALA LEU GLN VAL VAL 
ARG ALA ARG LYS GLN ILE VAL ALA GLY VAL ASN TYR PHE LEU 
ASP VAL GLU LEU GLY ARG THR THR CYS THR LYS THR GLN PRO 
ASN LEU ASP ASN CYS PRO PHE HIS ASP GLN PRO HIS LEU LYS 
ARG LYS ALA PHE CYS SER PHE GLN ILE TYR ALA VAL PRO TRP 
GLN GLY THR MET THR LEU SER LYS SER THR CYS GLN ASP ALA 
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aufweist 

18. Protein nach Anspruch 15, dadurch gekennzefchnet, da/3 es ein Fusionsprotein aus Cystatin C und 
einem dem Wirtsorganismus nach Anspruch 12 eigenen Protein ist 

19. Protein nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, da/3 es das Cystatin C/0-GaJactosidase- 
s Fusionsprotein ist. 

20. Verfahren zum Herstellen eines Proteins mit den bioiogischen Eigenschaften des Cystatin C, 
insbesondere eines Proteins nach einem der Anspruch© 15 bis 19, dadurch gekennzeichnet, da0 man 
einen Wirtsorganismus nach einem der AnsprUche 12 bis 14 in einem Ublichen Nahrmedium zuchtet, 
gegebenenfalls die Expression des Genprodukts induziert, das Expressionsprodukt aus der Kultur isoliert 

iq und gegebenenfails in an sich bekannter Weise die nicht zur Aminosauresequenz des Cystatin C 
gehdrenden, terminal angekndpften Aminosauren, Peptide odor Polypeptide davon abspaltet 

21. Arzneimittel, gekennzeichnet durch einen Gehalt an einem Protein mit den bioiogischen Eigen- 
schaften des Cystatin C und ublichen Trager- und/oder Hilfsstoffen und/oder Verdunnungsmitteln. 

22. Verwendung eines Proteins nach einem der Anspruch© 15 bis 17 zum Herstellen von Arzneimitteln 
75 zur Therapie und/oder Prophylaxe von Virusinfektionen und Tumoren bei Mensch und Tier. 
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10 20 30 40 50 

1 5' GA7CCA7G7C77C7CCGGG7AAAGCGGCGGG7G7GG77GG7GG7CCGA7GGACGC 

10 20 30 

2 y 6TACAGAAGAGGCCCATTT6GCGGCGCAGACCAACCAC 

3 5' TTCTGTTGAAGAAGAAGGTGTTCGTCGTGGTGTGGACTTCGCTGTTG 

10 20 30 m 

4 3* CAGGCTACCT6CGAAGACAACTTCTTCTTCCACAAGCAGGACGAGAC 

10 20 30 40 

5 5* GTGAATACAACAAA6CATGTAACGACATGTACCATTGTCGTGCTCTG 

10 20 30 40 

6 3' CTGAAGCGACAACCAGTTA7GTTGTTTCGTAGATTGCTGTACATGG7 

10 20 30 40 

7 5' CAGGTTGTTCGTGCTCGTAAACAGATCGTTGCTGGTGTTAACTACTT 

10 20 30 40 

8 3' AAGAGCACGAGACG7CCAACAAGCACGAGCA777G7C7AGCAACGAC 

10 20 30 40 

9 5' GC7GGACG77GAAG7GGG7CG7AG7AC77GGAC7AAAAG7GAGCCGA 

10 20" 30 40 

10 3' CACAA77GA7GAAGGACG7GGAAC776ACGCAGCA76A7GAAGG7GA 

i 10 20 30 40 

11 5' ACCTGGACAACTGCCGGTTCCATGACCAGCCGCATCTGAAACGTAAA 

10 20 30 40 

12 3' 7777GAG7CGGG77GGACC7G77GACGGGGAAGG7AC7GG7GGGCG7 

10 20 30 40 

13 5' GCATTCTGCTCT7TGGAGATCTAGGCTGTTGCGTGGGAGGGTACTAT 

10 20 • 30 40 

14 3' AGAC777GGA777CG7AAGACGAGAAAG67C7AGA7GCGACAA6GCA 

10 20 30 

15 5* GAC7C7G7G7AAA7C7AC77GGCAGGACGG77AG7 AAG 

10 20 30 40 50 

16 3' CCG7CCCA7GA7AC7GAGAGAGA777AGA7GAACGG7GC7GCGAA7GA77GAGG7 

Fig. 3. Sequenzen der 16 Oligonucleotide, die bei der 
Synthese des Cystatin-C-Gens verwendet wurden; 
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Fig. 5. Schema zur Konstruktion von pUR 288C. 
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Fig. 6. Schema zur Konstruktion von pMS 103. 
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Fig. 8. ZeitHcher Vertau-f von ZeUvachstum und Cystatin-Expression 
nach Induktion mit ITPG in einer 8-l-Batchkultur # 
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